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摘　 要： 红海榄为红树科红海属植物，广泛分布于热带海岸的红树林中，为真红树植物的典型代表。 该研究

以广西山口红树林国家级自然保护区红海榄为对象，应用稀释涂布法和三线法从红海榄各组织中分离出 １７
株内生细菌，通过各菌株形态特征观察及利用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列基因和韦恩图分析其内生细菌多样性。 结果表

明：１７ 株内生细菌分属 ３ 个门 ５ 科 ７ 属 ８ 种，Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ 和Ｍａｎｇｒｏｖｉｂａｃｔｅｒ 属为其优势类群。 进一步分析发

现红海榄根茎叶等组织的内生细菌类群差别较大，仅有 １ 个相同菌属，１７ 株菌中有 ３ 株菌与已有细菌物种典

型菌株的全长 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因相似性低于 ９７％，代表着潜在的新属或新种。 运用纸片法研究 ８ 株内生细菌发

酵液的乙酸乙酯提取物对鱼类致病菌副溶血弧菌活性抑制效果，发现 ３ 株内生细菌（Ｈ００３、Ｈ０１３、Ｈ００９，浓度

５ ｍｇ·ｍＬ⁃１）的代谢产物对副溶血弧菌具有较强的抑菌活性，其抑菌圈直径分别达到（８．４±０．０７）、（８．２±０．０７）、
（８．３±０．１４）ｍｍ。 该研究结果表明红海榄中具有较好的内生细菌多样性和抑菌活性，为今后研究其内生细菌

的化学多样性及其应用提供了重要的物质基础。
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０．０７）， （８．２±０．０７）， ａｎｄ （８．３±０．１４） ｍｍ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ Ｒｈｉｚｏｐｈｏｒａ ｓｔｙｌｏｓａ ｗｅｒｅ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｄｉ⁃
ｖｅｒｓｅ ａｎｄ ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅｍ ｓｈｏｗｅｄ ｓｔｒｏｎｇ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ａｇａｉｎｓｔ Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｔｈｅ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ
ｍａｔｅｒｉａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｉｔｓ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｒｈｉｚｏｐｈｏｒａ ｓｔｙｌｏｓａ， ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ， ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ， ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ

　 　 副溶血弧菌（Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）是一种人

畜共患病原菌。 副溶血弧菌为革兰氏阴性嗜盐菌，
主要分布在沿海地区的鱼虾、贝类海产品中，人们食

用被该菌污染的海产品，轻者引起腹泻、呕吐和恶心

等肠胃炎反应，重者可引起败血症（高磊等，２０１４；
叶灵琼等，２０１１；林强等，２０１１）。 近年来，由副溶血

弧菌引起的食物中毒事件已得到广泛关注，是世界

范围严重食源性公共卫生问题之一 （林强等，
２０１２）。 抗生素是治疗该菌所引起疾病的药物，但
随着抗生素使用量的增加，耐药株也不断增加，因此

研究其他有效的抑制药物显得尤其重要（叶灵琼

等，２０１１）。 海洋低等生物海洋微生物的提取物对

副溶血弧菌在内的弧菌具有显著的抑制活性（张全

忠等，２０１１；韦露等 ２０１５）。 从海洋生物中找出有效

抑制药物是研究开发新的生物防治药物的研究

热点。
红海榄（Ｒｈｉｚｏｐｈｏｒａ ｓｔｙｌｏｓａ）属于红树科（Ｒｈｉｚｏ⁃

ｐｈｏｒａｃｅａｅ）红海属（Ｒｈｉｚｏｐｈｏｒａ），是生长在热带、亚
热带海岸潮间的一种特殊植物群体 （郭先霞等，
２００６）。 红海榄内生菌的研究仅有内生真菌多样性

和抑菌的研究（许婷婷等，２００９；吴尚英等，２０１０），
内生细菌尚未见有报道。 本研究以红海榄为对象，
对其各部位的内生细菌进行分离纯化，结合 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因序列信息和韦恩图分析研究其物种多样

性。 同时，对内生细菌的代谢产物进行抑菌活性研

究，以期获得具有抑菌活性较强的菌株，为后期筛选

相关活性化合物提供良好的研究基础。

１　 材料与方法

１．１ 材料与仪器

１．１．１ 实验仪器与设备　 ＴＧｒａｄｉｅｎｔ 多功能梯度 ＰＣＲ
仪，ＧｅｌＤＯＣ ２０００ 凝胶成像系统，ＪＹ⁃ＳＰＢ 水平凝胶

电泳装置，ＳＷ⁃ＣＪ⁃２Ｆ 洁净工作台，ＨＶＥ⁃５ 高压蒸汽

灭菌锅，ＩＳ⁃ＲＤＳ３ 恒温震荡器，ＳＨＺ⁃ＣＢ 循环水式多

用真空泵，ＨＨ． Ｂ１１⁃ＢＳ⁃Ⅱ电热恒温培养箱，ＶＣＸ⁃
５００ 超声细胞破碎仪。
１．２．２ 供试细菌 　 副溶血性弧菌（Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏ⁃
ｌｙｔｉｃｕｓ）由广东海洋大学庞欢瑛副教授馈赠。
１．２ 方法

１．２．１ 样本来源及采集方法　 菌株载体采集于广西

山口国家级自然保护区，经广西北部湾海洋研究中

心许铭本工程师鉴定为红海榄。 采集的菌株载体在

２４ ｈ 内完成菌株分离。
１．２．２ 菌株的分离纯化　 菌株的分离纯化参照李菲

等（２０１５）的方法进行。 用无菌海水分别清洗红海

榄的根、茎、叶等各组织器官，切取一部分组织器官

进行后续处理。 用 ５％次氯酸钠将各部分组织浸泡

１ ｍｉｎ，无菌海水冲洗干净，７５％的酒精溶液浸泡 １
ｍｉｎ，无菌海水冲洗 ３ 遍去除酒精。 取 ３×３ ｃｍ 的样
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品进行研磨，加入 １ ｍＬ 无菌水，混匀后，得到 １０⁃１植

物悬液，依次用无菌水稀释制成 １０⁃２、１０⁃３的样液，分
别取各梯度稀释样液 ０．２ ｍＬ，接种于 ＩＳＰ２、Ｍ４、Ｍ５、
Ｍ７、Ｍ９、Ｍ１０、ＡＧＧ 等 ７ 种海水培养基中进行涂布培

养，每个做 ３ 个平行，２８ ℃培养 ２～５ ｄ 后观察菌落，
按照菌株的菌落特征（颜色、大小、形态）进行区分。
利用三线法对典型的菌落进行划线纯化，纯化后的

菌株保藏在 ２０％（Ｗ ／ Ｖ）甘油管保藏管中，保藏温度

为－８０ ℃，同时制成冻干牛奶管保藏于 ４ ℃。
１．２．３ 菌株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析 　 ＤＮＡ 提取

和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列的 ＰＣＲ 扩增参照周发林等

（２００４）的方法进行。 利用 ＧｅｎＢａｎｋ ＢＬＡＳＴ 对红海

榄的内生菌线粒体 ＤＮＡ １６Ｓ ｒＲＮＡ 与库中细菌进行

同 源 性 比 对。 扩 增 和 测 序 引 物 为 ２７Ｆ （ ５′⁃
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡ⁃３′） 和 １４９２Ｒ （ ５′⁃ＧＧＴ⁃
ＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ⁃３′），ＰＣＲ 反应条件：９４ ℃预

变性 ５ ｍｉｎ，后进行 ３０ 个循环（９４ ℃ ３０ ｓ，５５ ℃ ３０
ｓ，７２ ℃ ９０ ｓ），循环结束后，７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增

产物经 １％琼脂糖凝胶电泳检测合格后，将所得产

物进行测序，并将纯化目的片段进行切割回收。 测

序结果在 ＧｅｎＢａｎｋ 中进行 ＢＬＡＳＴ 同源性搜索，获得

同源性相近的菌种序列，取同源性高 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基

因序列为参考对象，采用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 进行多重比对，
在此基础上运用 ＭＥＧＡ ５． ０ 软件的 “ Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃
Ｊｏｉｎｉｎｇ”法构建分子系统树，自展数 （ Ｂｏｏｓｔｒａｐ） 为

１ ０００检测各分支的置信值，对各菌株的系统发育地

位进行分析（何建瑜等，２０１３；周煜等，２０００）。 通过

ｖｅｎｎｙ 在线分析网站，在属级水平上对红海榄根、
茎、叶来源细菌类群分布进行韦恩图分析（ Ｔａｐ ｅｔ
ａｌ，２００９）。
１．２．４ 菌株代谢粗产物的获取　 从 ＩＳＰ２ 固体培养基

上挑取菌丝接种到装有 ５０ ｍＬ ＩＳＰ２ 液体培养基的

２５０ ｍＬ 锥形瓶中，放入恒温振荡培养箱中于 ２８ ℃、
１８０ ｒ·ｍｉｎ⁃１条件下发酵培养 ７ ｄ；使用超声波细胞

破碎仪进行细胞破碎，破碎时间 １５ ｍｉｎ，等体积乙酸

乙酯萃取 ３ 次，真空浓缩干燥后得代谢粗产物。 将

粗产物溶于 ２００ μＬ ＤＭＳＯ 中，用 ＰＢＳ 缓冲溶液将其

稀释到浓度为 ５ ｍｇ·ｍＬ⁃１、０．２２ μｍ 的过滤头进行

过滤，装于已灭菌样品瓶中，即得所需药剂。
１．２．５ 抑菌活性测定　 使用纸片法测试所得细菌代

谢粗产物对鱼类致病菌—副溶血弧菌的抑制活性。
将副溶血弧菌接种到 ＴＳＢ 液体培养基中恒温震荡

（２８ ℃、１８０ ｒ·ｍｉｎ⁃１）培养 １２ ｈ 制备菌悬液，吸取

２００ μＬ 菌悬液滴在 ＴＳＢ 固体培养基上进行涂布，制
成含弧菌的平板。 将灭菌后的滤纸片（φ６．０ ｍｍ）用
镊子将其平贴在培养基上，吸取 ５ μＬ 药剂于滤纸片

上，２８ ℃温度下培养 １ ｄ，观察抑菌圈的大小判断其

抑菌活性。 其中，阳性对照为 ５ ｍｇ·ｍＬ⁃１卡那霉素，
阴性对照为 ５ μＬ ＤＭＳＯ。 每组 ３ 个平行。

２　 结果与分析

２．１ 菌株的分离纯化及其多样性

根据内生细菌菌落的不同表观特征（颜色、大
小、形态）和出现时间的不同，从红海榄各组织器官

中共分离出 １７ 株内生细菌，依次编号为 Ｈ００１、
Ｈ００２……Ｈ０１７，各菌株形态详见图 １。 从图 １ 可以

看出，１７ 株内生菌颜色多为白色和黄色，表面光滑

不透明。 经送美吉公司进行测序后得到各菌株的种

和属，详见表 １。 表 １ 显示，１７ 株内生菌中，从红海

榄叶子中分离出 ５ 株内生细菌，茎中分离出 ４ 株，根
中分离出 ６ 株，其中根茎叶中含有相同菌，如 Ｈ００１、
Ｈ００４、Ｈ００５ 同为 Ｐａｎｔｏｅａ Ｄｉｓｐｅｒｓａ（泛菌属）；Ｈ００８、
Ｈ００２、Ｈ０１７ 同为 Ｍａｎｇｒｏｖｉｂａｃｔｅｒ ｐｌａｎｔｉｓｐｏｎｓｏｒ（红树

杆菌属）等。 由表 １ 可知，此次分离出的 １７ 株内生

菌隶属 ５ 科 ７ 属 ８ 种，对 １７ 株内生细菌去重合并后

得到 ８ 株内生细菌。
２．２ 红海榄可培养的内生细菌群类比较

在属级水平上对红海榄的根、茎、叶来源细菌进

行 ｖｅｎｎｙ 分析，韦恩图（图 ２）显示，不同部位中的可

培养细菌虽有差异，但也含有相同的菌属和菌株。
其中，从根部样品中分离获得的属有 ５ 个，茎中分离

的属有 ４ 个，叶中分离到的属有 ３ 个。 根、茎、叶样

品中有一个共有菌属为 Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ ，占 １２．５％。
根和茎有 ２ 个相同菌株分别为 Ｍａｎｇｒｏｖｉｂａｃｔｅｒ ｐｌａｎｔｉ⁃
ｓｐｏｎｓｏｒ 和 Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ ｌｉｍｏｓｕｓ ，根与叶也有 ２ 个相同

菌，茎叶有 １ 个相同菌。
２．３ 菌株系统发育分析

通过比对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序结果，将 １７ 株内

生菌进行基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列的系统发育多样

性分析（图 ３）。 图 ３ 结果显示，从红海榄中共分离

的 １７ 株内生菌分别属于 ３ 个类群，即变形菌门、厚
壁菌门和放线菌门。 其中，变形菌门菌株数量最多，
占 ５２．９％；而变形菌门内生细菌又分属两个纲，即 γ⁃
变形菌纲和 α⁃变形菌纲； 其次是放线菌门， 占

４１．２％。

０１３ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



图 １　 红海榄内生细菌形态图
Ｆｉｇ． １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｒｈｉｚｏｐｈｏｒａ ｓｔｙｌｏｓａ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

　 　 从属的分类水平上看，分离得到的 １７ 株菌中，
小单孢菌属有 ５ 株，占 ２９．４％；其次是泛菌属和红树

杆菌属，占 １７．６％；副球菌属和芽孢杆菌属在红海榄

中分布较少，分别分离出 ２ 株和 １ 株。
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表 １　 红海榄内生细菌的多样性
Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｎ Ｒｈｉｚｏｐｈｏｒａ ｓｔｙｌｏｓａ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ
ｃｏｄｅ

来源
Ｏｒｉｇｉｎ

属
Ｇｅｎｕｓ

菌株名称
Ｓｔｒａｉｎ ｎａｍｅ

相似性
Ｉｄｅｎｔｉｔｙ
（％）

Ｈ００１

Ｈ００２

Ｈ００３

Ｈ００４

Ｈ００５

叶
Ｌｅａｆ

Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ Ｐａｎｔｏｅａ ｄｉｓｐｅｒｓａ ９９

Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ Ｍａｎｇｒｏｖｉｂａｃｔｅｒ
ｐｌａｎｔｉｓｐｏｎｓｏｒ

９９

Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｃｅａｅ Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ
ｔｕｌｂａｇｈｉａｅ

１００

Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ Ｐａｎｔｏｅａ ｄｉｓｐｅｒｓａ ９９

Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ Ｐａｎｔｏｅａ ｄｉｓｐｅｒｓａ ９９

Ｈ００６

Ｈ００７

Ｈ００８

Ｈ００９

茎
Ｓｔｅｍ

Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍａｒｉｎａ ９９

Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ Ｏｃｅａｎｉｃｏｌａ
ａｎｔａｒｃｔｉｃｕｓ

９５

Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ Ｍａｎｇｒｏｖｉｂａｃｔｅｒ
ｐｌａｎｔｉｓｐｏｎｓｏｒ
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图 ２　 红海榄内生菌分布韦恩图分析
Ｆｉｇ． ２　 Ｖｅｎｎｙ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

ｇｅｎｅｒａ ｉｎ Ｒｈｉｚｏｐｈｏｒａ ｓｔｙｌｏｓａ

２． ４ 红海榄内生细菌的抑制海洋鱼类致病菌活性

以副溶血弧菌为指示菌，采用纸片法对其进行

抑菌实验，选取 ８ 株菌株进行发酵后，采用乙酸乙酯

溶液萃取其发酵液，最终获得其代谢粗产物，抑菌实

验结果如表 ２ 所示。 由表 ２ 和图 ４ 看出，Ｈ００３、
Ｈ０１３、Ｈ００９ 对副溶血弧菌表现出了较明显的抑菌

作用，其抑菌圈直径都在 ８．０ ｍｍ 以上，其中 Ｈ００３
的抑制最强，达到了 ８．４ ｍｍ。

表 ２　 红海榄内生细菌的抑菌活性测试结果
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ

ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ｒｈｉｚｏｐｈｏｒａ ｓｔｙｌｏｓａ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｃｏｄｅ

副溶血弧菌
Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ

浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（ｍｇ·ｍＬ⁃１）

抑菌圈直径
Ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ

ｃｉｒｃｌｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ （ｍｍ）

Ｈ００１ ５ ７．２±０．０７

Ｈ００３ ５ ８．４±０．０７

Ｈ００６ ５ ６．９±０．０７

Ｈ００７ ５ ７．１±０．００

Ｈ００８ ５ ７．４±０．０７

Ｈ００９ ５ ８．３±０．１４

Ｈ０１０ ５ ６．７±０．２８

Ｈ０１３ ５ ８．２±０．０７
空白对照

Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ
（ＤＭＳＯ）

— ６．０±０．００

阳性对照
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

（卡那霉素 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ）

５ １４．９±０．７７

　 注： 滤纸片直径为 ６．０ ｍｍ，抑菌圈直径越大表明抑菌效果越好。
　 Ｎｏｔｅ： Ｆｉｌｔｅｒ ｐａｐｅｒ’ ｓ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｉｓ ６．０ ｍｍ， ｔｈｅ ｌａｒｇｅｒ ｔｈｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｚｏｎｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｂｅｔｔｅｒ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ．

３　 讨论与结论

本研究以广西山口国家级红树林自然保护区的

红海榄为研究对象，对其根、茎、叶进行采样，利用 ７
种培养基对其内生细菌进行分离纯化。 研究表明，
从红海榄的根茎叶中共分离出 １７ 株内生细菌，隶属

５ 科 ７ 属，多样性较为丰富。 在分离出的内生细菌

中发现，不同的部位分离出菌株数量不同，其中从根

部中分离出菌株最多，为 ８ 株，其次是茎，叶子最少。
根据内生细菌数量和属类上的差异可以推断，细菌

的多样性从根部向上是逐步减少的， 土壤是内生细

２１３ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



图 ３　 红海榄内生细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的菌株系统发育树
Ｆｉｇ． ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｉｎ Ｒｈｉｚｏｐｈｏｒａ ｓｔｙｌｏｓａ

菌的主要来源，植物组织维管束的蒸腾作用使得土

壤内微生物进入宿主后由地下部分随着水分、营养

物质逐渐向地上部位扩增，因而各组织内部分内生

菌有相同菌属，且地下部位内生菌的数量多于地上

部位（Ｈｏｌｌｉｓ，１９５１）。
本研究通过研究红海榄内生菌次生代谢产物对

副溶血弧菌进行抑菌试验，结果发现有 ３ 株内生菌

对其有明显的抑菌效果，抑菌圈直径均在 ８．０ ｍｍ 以

上，这对开发新的预防药物有一定的指导意义。 有

效菌中有两株菌（Ｈ００３、Ｈ０１３）同属于小单孢菌属，
已有研究表明，小单孢菌属产生的广谱抗生素，在抗

肿瘤方面具有着广泛的应用，抗菌方面已研究表明

其对金黄色葡萄球菌、弯曲假单孢菌、谷草芽孢杆

菌、尖刀镰孢菌均具有抑制效果（张晓敏等，２０１３）；
其次生代谢产物是新的生物活性物质的重要来源

（程元荣和郑卫，２００６；张学武和张建丽，２００６）。 小

单孢菌属在抑制鱼类致病菌方面还未见有详细报

道，作用物质及其作用机理还需进一步的深入研究。
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